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^ (54) Bezeichnung: REKOMBINANTE ATTENUIERTE LISTERIEN ZUR IMMUNTHERAPIE 

<! 

If) (57) Abstract: The invention relates to listeria expression vectors for expressing the human tumor antigens tyrosinase, Trp-1, 
^ MelanA/MART- 1 and Trp-2 or antigen epitopes derived therefrom, and to attenuated listeria bacteria containing these expression 

vectors, preferably bacteria of the listeria monocytogenes strain. These bacteria can be used for prophylactic, adjuvant or therapeutic 

immunotherapy, for example for treating malignant melanoma. 

J (57) Zusammenfassung: Beschrieben werden Listeria-Expressionsvektoren, die die Expression der humanen Tumorantigene Ty- 
rosinase, Trp-1, MelanA/MART- 1 und Trp-2 oder davon abgeleiteter antigener Epitope erlauben, sowie diese Expressionsvektoren 
O enthaltende, attenuierte Listeria-Bakterien, wobei es sich vorzugsweise um Bakterien des Stamms Listeria monocytogenes handelt 
^ Diese Bakterien konnen zur propbylaktischen, adjuvanten oder therapeutischen Immuntherapie, beispielsweise zur Behancflung des 
^ malignen Melanoms verwendet werden. 
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Rekombinante attenuierte Listerien zur Iimnuntherapie 

Die vorliegende Erf indung betrifft Listeria- 
Expressionsvektoren, die die Expression der humanen 
5 tumorassoziierten Antigene Tyrosinase, Trp-1, Me 1 anA /MART- 1 
und Trp-2 erlauben, sowie diese Expressionsvektoren 
enthaltende, attenuierte Listeria-Bakterien, wobei es sich 
vorzugsweise um Bakterien des Stamms Listeria monocytogenes 
handelt. Diese Bakterien konnen zur prophylaktischen, 
10 adjuvanten oder therapeutischen Immun therapie, beispielsweise 
zur Behandlung des malignen Melanoms, verwendet werden. 

Gegenwartig sttitzt sich die Tumortherapie im wesentlichen 
immer noch auf die drei Hauptsaulen: Chirurgie, Chemo-, 

15 adjuvante Chemo- und Radiotherapie. Allerdings haben diese 
Therapien die folgenden gravierenden Nachteile: (a) Sie sind 
im metastasierenden Krankheitsstadium bzw. als vorbeugende 
Therapie nach Entfernung des PrimSr tumors kaum wirksaro, d.h. 
eine Heilung im Metastasierungsstadium ist nicht mehr moglich, 

20 (b) sie sind im Bezug auf das klinische Ansprechen, auf die 

Dauer des rezidivf reien Intervalls, die Gesamtuberlebenszeit 
sowie die Lebensqualitat des Patienten sehr unzureichend und 
(c) sie weisen eine Reihe von teilweise schwerwiegenden 
Nebenwirkungen auf, beispielsweise eine betrachtliche 

25 Schfidigung von normalem Gewebe. Dariiberhinaus gibt es bisher 
keine prSventiven Moglichkeiten, die beispielsweise auf einer 
"Schutzimpfung" beruhen konnten. Dies ware aber gerade 
hinsichtlich des malignen Melanoms sehr wiinschensweft . 

30 Somit liegt der Erfindung im wesentlichen das technische 
Problem zugrunde, Mittel zur Tumortherapie, insbesondere zur 
Therapie des malignen Melanoms, bereitzustellen, die nicht die 
vorstehend beschriebenen Nachteile der gegenw&rt igen 
Therapieverfahren ausweisen, insbesondere eine preventive 

35 Anwendung erlauben, als Adjuvanz nach Entfernung eines 
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Primer tumors wirksam sind bzw. im Stadium der 

Fernmetastasierung von therapeutischem Nutzen sind. 



Die Losung dieses technischen Problems wurde durch die 
5 Bereitstellung der in den Patentanspruchen gekennzeichneten 
Ausfuhrungsformen erreicht. 

Bei den erf indungsgemSSen Listeria-Expressionsvektoren bzw. 
den rekombinanten attenuierten Listeria-Bakterien handelt es 

10 sich um gentherapeutisch wirksame Konstrukte, die zur 
prophylaktischen oder im Rahmen einer adjuvanten oder 
therapeutischen Tumorbekampfung, beispielsweise beim malignen 
Melanom, eingesetzt werden konnen. Dabei kann durch eine 
vorzugsweise orale Immunisierung eine tumorspezif ische 

15 Immunantwort erzeugt, d.h. durch das korpereigene zellulare 
Immunsystem kann eine gezielte Bekampfung der Tumorzellen 
erreicht werden. Diese Behandlung kann aufierdem bei Bedarf mit 
Behandlungsverfahren wie Chemotherapie oder Radiotherapie 
kombiniert werden, vorzugsweise ersetzt sie jedoch die 

20 letzteren Therapief ormen. 

Die vorliegende Erfindung basiert auf dem Befund, daS mittels 
einer Immunisierung, vorzugsweise oralen Immunisierung, unter 
Verwendung der erf indungsgemfifien rekombinanten attenuierten 

25 Listerien als Synthese- und Transportvehikel fiir 
tumorassoziierte Antigene eine prophylaktische bzw. 
therapeutische Behandlung von Tumoren moglich ist. Die 
Expression der einzelnen tumorassoziierten Antigene erfolgt 
dabei bevorzugt als Fusionsproteine, bei denen beispielsweise 

30 eine Listerien-spezif ische Signalssequenz an den N-Terminus 
des Antigens fusioniert ist. Nach Expression werden diese 
Fusionsproteine aus den Bakterienzellen in die Umgebung 
exportiert. Nach oraler Applikation passieren die Bakterien 
das mukosale Epithel des Intestinaltrakts im Bereich der 

35 Peyerschen Plaques und werden durch die dort lokalisierten 
Antigen-prasentierenden Zellen (APCs) des Immunsys terns durch 
Phagocytose aufgenommen. Die Listerien liegen daher zunachst 
im Phagosom der infizierten Zelle vor, in das sie die 
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Fusionsproteine sekretieren, die damit einer Prozessierung zur 
Generierung von HLA Klasse I und HLA Klasse II Peptiden zur 
Verfiigung stehen. Aufgrund des naturlichen Inf ekt ions zyklus 
konnen sowohl das Wildtyp-Listerien-Bakterium als auch 
5 definierte attentuierte Mutanten (sofern sie keine Deletion 
des hly Gens aufweisen) in das Cytosol der Zelle iibertreten. 
Die ins Cytosol sekretierten Fusionsproteine sind wiederum 
einer Prozessierung zur Generierung von HLA-Klasse I Peptiden 
zuganglich. Die in beiden Zellkompartimenten (Phagosom und 

10 Cytosol) generierten Peptide stehen somit zur Beladung von HLA 
I bzw. HLA-Klasse II Molektilen zur Verfiigung. Der Peptid-HLA- 
Komplex wird an der Zelloberf l&che der APCs prasentiert und es 
wird eine spezifische T-Zellantwort (CD4+ und CD8+ T-Zellen) 
gegen die exprimierten tumorassoziierten Antigene induziert, 

15 d.h. eine zellulare cytotoxische Immunantwort des 
korpereigenen Immunsys terns gegen einen Tumor. Dadurch werden 
die Tumorzellen gezielt als entartet erkannt und abgetotet. 
Die Vorteile dieses Vorgehens liegen u.a. darin, da6 das 
korpereigene Immunsys tern gezielt in Richtung einer Zerstorung 

20 des Tumors mobilisiert wird. Es stellt ein einf aches 
Immunisierungsverfahren dar, da die APCs die tumorassoziierten 
Antigene mittels einer bakteriellen Infektion erhalten, d.h. 
bei dem erf indungsgemaSen Vorgehen ist keine arbeitsintensive 
ex vivo-Modif ikation autologer APCs erforderlich, da ein 

25 natiirlich vorkommender Inf ektionsprozess zur Modif izierung der 
Zellen des Immunsys tems ausgenutzt wird. 

Somit betrifft die vorliegende Erfindung eihen Listeria- 
Expressionsvektor zur Immuntherapie, wobei der Listeria- 
30 Expressionsvektor folgende DNA-Sequenzen funktionell verkniipf t 
vimfaSt: (a) einen in Listeria aktiven Promotor; und (b) ^ine 
fiir humane Tyrosinase, Trp-1 # Mel anA /MART- 1 oder Trp-2 
codierende DNA-Sequenz oder davon abgeleitete antigene 
Epitope. 

35 

Der hier verwendete Ausdruck "*in Listeria aktiver Promotor" 
bezieht sich auf alle Promotoren, die in Listeria xiie 
Expression der tumorassoziierten Antigene erlauben. 
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Vorzugsweise handelt es sich dabei urn Promotoren von Listeria 
monocytogenes -Genen, beispielsweise konstitutive oder unter 
den Bedingungen der Infektion aktivierte Promotoren. Besonders 
bevorzugt sind Promotoren, die zu einer starken Expression des 
5 gewunschten Antigens ftihren. Dieser Begriff bezieht sich auch 
auf Promotor-Fragmente oder Promotoren mit modif izierten 
Sequenzen, die noch biologisch aktiv sind. In einer 
bevorzugten Ausfuhrungsf orm handelt es sich bei dem Promotor 
fur die Listeria-Expressionsvektoren um einen Promotor des 
10 hly-, actA, plcA, plcB oder mpl-Gens, die jeweils unter den 
Bedingungen der Infektion aktiv sind und die die Listeria- 
Proteine Haemolysin, ActA, Phosphotidylinositol-spezif ische 
Phospholipase C # Phosphatidylcholin-spezif ische Phospholipase 
C bzw. Metalloprotease codieren. Diese Promotoren sind bereits 
15 in der Literatur ausftihrlich beschrieben: 

actA/plcB Promotor: Domann et al., (1992), EMBO J. 

11: 1981-1990 (Die Transkription des actA und des 

plcB Gens wird durch einen gemeinsamen Promotor 

gesteuert) 

20 - hly Promotor: Domann et al., (1989), Nucleic Acids 

Res. 17: 6406 

plcA Promotor: Domann et al., (1991), Mol. 
Microbiol. 5: 361-366 

mpl Promotor: Domann et al., (1991), Infect. Immun. 
25 59: 65-72 

Der hier verwendete Ausdruck "fur humane Tyrosinase, Trp-1, 
MelanA/MART-1 oder Trp-2 codierende DNA-Sequenz* betrifft jede 
DNA-Sequenz, die das native Protein ganz oder teilweise 

30 codiert. Diese DNA-Sequenzen sowie die abgeleiteten 
Aminosaureseguenzen sind beispielsweise beschrieben .in: 
humanes Tyros inase^Gen: Genbank Accession Nr: M27160 
humanes trp-1 Gen: Genbank Accession Nr.: AF001295 
humanes trp-2 Gen: Genbank Accession Nr.: D17547 

35 humanes MelanA/MART-1 Gen: Genbank Accession Nr. : U06452 
Hierzu wird auSerdem auf die Figuren 1-4 verwiesen. 

Bei den Antigenen Tyrosinase, Trp-1, Trp-2 und MelanA/MART-1 
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handelt es sich um Dif f erenzierungsantigene melanocytaren 
Ursprungs. Da diese Antigene ausschiefilich in melanozytaren 
Zellen (Melanocyten) im Rahmen der Melanogenese exprimiert 
werden, sind sie auSerordentlich gut geeignet, um eine 
5 spezifische Immunantwort gegen Melanomzellen zu generieren. 
Diese Dif f erenzierungsantigene haben zudera den Vorteil, daS 
sie von bis zu 100% der Zellen eines pigmentierten Tumors 
(Melanom) exprimiert werden, wohingegen nur ca. 50% der 
Melanome Cancer-Test is Antigene, wie z.B. MAGE- 1 , exprimieren. 
10 Die Enzyme Tyrosinase, Trp-1, Trp-2 katalysieren den ProzeS 
der Pigmentbildung (Malaninbiosynthese) . Die Biosynthese 
findet in den spezifischen Organellen, den Melanosomen statt, 
in deren Matrix auch das MelanA/MART-1 Protein lokalisiert 
ist . 

15 

Der Ausdruck "fur humane codierende DNA-Sequenz" 

betrifft daruber hinaus auch DNA-Sequenzen, die solche Formen 
von humaner Tyrosinase, Trp-1, MelanA/MART-1 bzw. Trp-2 
codieren, die Veranderungen gegenuber der nativen Form, d.h. 

20 beispielsweise Deletionen, Additionen oder Austausche von 
einer oder mehreren Aminosauren und/oder (eine) modifizierte 
Aminosaure(n) oder die Anheftung eines Ubiquitin-Restes 
aufweisen oder verSnderte Oligosaccharidseitenketten, wobei 
ihre antigenen Eigenschaf ten ganz oder teilweise bzw. in der 

25 gewiinschten Weise bleiben, d.h. sie weisen beispielsweise die 
in den nachstehenden Beispielen hinsichtlich der Behandlung 
eines Tumors beschriebenen Eigenschaf ten auf . Zu den 
Austauschen z&hlen vorzugsweise "konservative* Austausche von 
AminosSureresten, d.h. Austausche gegen biologisch ahnliche 

30 Reste, z.B. die Substitution eines hydrophoben Rests (z.B. 

Isoleucin, Valin, Leucin, Methionin) gegen einen anderen 
hydrophoben Rest, oder die Substitution eines polaren Rests 
gegen einen anderen polaren Rest (z.B. Arginin gegen Lysin, 
Glutaminsaure gegen Asparagins&ure etc.). Zu den Austauschen 

35 zahlen auch "nicht-konservative" Austausche, die die antigenen 
Eigenschaf ten der Proteine bzw. einzelner abgeleiteter 
Proteinfragmente (Peptide) erhalten oder sogar verstarken 
konnen. Dies kann durchaus die biologische bzw. enzymatische 
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Aktivitat des nativen Proteins verSndern. Deletionen konnen 
zur Erzeugung von Molekulen fiihren, die eine deutlich 
geringere Grofie aufweisen, d.h., denen beispielsweise 
Aminosauren am N- oder C-Terminus fehlen. Die vorstehenden 
5 Varianten betreffen auch Varianten, die im Vergleich zu der 
ursprunglichen Form eine bessere Wirksamkeit hinsichtlich der 
Tumorbekampfung aufweisen. Verfahren zur Erzeugung der 
vorstehenden Anderungen in der Aminosauresequenz bzw. 
entsprechenden Nucleinsauresequenz sind dera Fachmann bekannt 

10 und in Standardwerken der Molekularbiologie beschrieben, 
beispielsweise in Sambrook et al. f Molecular Cloning: A 
Laboratory Manual, 2. Ausgabe, Cold Spring Harbor Laboratory 
Press, Cold Spring Harbor NY (1989) . Der Fachmann ist auch in 
der Lage zu bestimmen, ob ein von einer so veranderten 

15 Nucleinsauresequenz codiertes Protein bzw. Peptid noch tiber 
die erwunschten antigenen Eigenschaf ten der Tyrosinase, Trp-1, 
MelanA/MART-1 bzw. Trp-2 (ganz oder teilweise) verftigt. Diese 
antigenen Eigenschaf ten lassen sich fiir die Proteine/ Peptide 
anhand der Stimulierung Antigen-spezif ischer cytotoxischer T- 

20 Zellinien feststellen. Im Falle der Peptide bietet sich 
auSerdem eine Uberprtifung ihrer HLA-Bindungseigenschaf ten im 
Rahmen von FACS Analysen an. Vorzugsweise soil ten die 
Tyrosinase, Trp-1, MelanA/MART-1, Trp-2 bzw. die vorstehenden 
Varianten codierenden DNA-Sequenzen eine 

25 Transkriptionsterminationssequenz und eine 

Trans la t ions terminationssequenz zur Gewahrleistung einer 
stabilen und korrekten Transkription bzw. Translation 
aufweisen. 

30 Allgemeine, auf dem Fachgebiet bekannte Verfahren konnen zur 
Konstruktion der erf indungsgemafien Listeria- 
Express ionsvektoren, u.a. zur Ligation der Fragmente fiir den 
Promoter und die tumorassoziierten Antigene und Insertion in 
den Vektor, verwendet werden. Zu diesen Verfahren z&hlen 

35 beispielsweise in vitro-Rekombinationstechniken, synthetische 
Verfahren, sowie in vivo-Rekombinationsverf ahren, wie sie 
beispielsweise in Ausubel und Frederick (1991) , Current 
Protocols in Molecular Biology (J.Wiley & Sons, New York) 
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beschrieben sind. 

Am meisten bevorzugt sind Listeria-Expressionsvektoren, bei 
denen die fur humane Tyrosinase, Trp-1, MelanA/MART-1 bzw. 
5 Trp-2 codierende DNA-Sequenz mit einer ein Listeria- 
Protein (fragment) codierenden DNA-Sequenz so verkniipft ist, 
dafi ein Fusionsprotein codiert wird. Vorzugsweise stellt der 
von dem Listeria-Protein stammende Anteil den N-terminalen 
Anteil des Fusionsproteins dar. Verschiedene Listeria-Proteine 

10 bzw. Fragmente davon sind zur Herstellung dieses 
Fusionsprotein geeignet, beispielsweise die vorstehend 
hinsichtlich der Listeria- Promo tor en offenbarten Gene. Noch 
mehr bevorzugt sind Listeria-Expressionsvektoren, bei denen 
der Listeria-Protein-Anteil des Fusionsproteins von einem an 

15 der Lyse der Wirtsvakuolen oder an Bewegungen der Bakterien in 
der Wirtszelle beteiligten Protein stammt, vorzugsweise 
Listeriolysin O (Lyse) , ActA (intrazellulare Bewegung) oder 
PI-PLC (Lyse) . Der Vorteil von Listeriolysin O, eine Listeria- 
Phospholipase oder das ActA-Protein zur Konstruktion von 

20 Fusionsproteinen einzusetzen, liegt darin, daS diese Proteine 
sekretiert werden. Im Falle einer Infektion gelangen diese 
Fusionsproteine daher bevorzugt ins Phagolysosom bzw. ins 
Cytosol der infizierten Zelle, d.h. in die Zellkompartimente, 
in denen die Generierung von HLA-Klasse I und HLA-Klasse II 

25 prcLsentierten Peptiden stattfindet. Die Fusionsproteine konnen 
vorzugsweise wie folgt aussehen: 

a) lediglich die sekretorische Signalseguenz eines 

Listerien-spezif ischen Proteins wird mit dem Antigen 
fusioniert 

30 b) die sekretorische Signalsequenz inklusive eines 

Ausschnitts der sich daran anschliefienden nativen 
Proteinsequenz wird mit dem Antigen fusioniert, 
c) ein kurzes Fragment des Antigens wird unter 

Aufrechterhaltung des Leserahmens in die Sequenz des 

35 genannten Listerien- Proteins eingebaut. 



Dartiber hinaus betrifft die vorliegende Erfindung Listeria- 
Expressionsvektoren, bei denen der Listeria-Protein-Anteil des 



WO 01/27295 PCT/DEOO/03629 

8 

Fusionsproteins eine Signalsequenz eines sezernierten 
Listeria-Proteins umf aSt , Vorzugsweise stammt die 
Signalsequenz vom Listeria-Haemolysin, einer Listeria- 
Phospholipase oder dem ActA- Protein. 

5 

Ausgangsvektor fiir die Herstellung des erf indungsgema&en 
Listeria-Expressionsvektor ist jeder Vektor, der in Listeria 
zur Expression der gewunschten Antigene fuhrt. Dabei kann es 
sich um einen autosomalen oder stabil in das Listeria-Genom 

10 inserierenden Vektor handeln. Vorzugsweise ist der 
Ausgangsvektor ein "Shuttle "-Vektor, der sich in einem 
weiteren Wirt, beispielsweise E. coli, vermehren la£t. 
Derartige Vektoren sind beispielsweise pKSV7 (Frankel et al. f 
1995, J. Immunol. 155: 4775-4782), pCGU34 (Paglia et al., 

15 1997, Eur. J. Immunol. 27: 1570-1575), pAUL-A (Niebuhr et al., 
1997, EMBO J. 16: 5444-5445) und pLIGA160. 

Die vorliegende Erfindung betrifft auch die erf indungsgemSfeen 
Listeria-Expressionsvektoren (autosomal oder stabil in das 

20 Genom integriert, beispielsweise tiber homologe Rekombination) 
enthal tende rekombinante , attenuierte Lis teria-Bakterien, 
vorzugsweise Listeria monocytogenes oder Listeria innocua, 
wobei letzterer sich insbesondere zur Verstarkung einer 
Immunantwort eignet. Die Auswahl geeigneter Listerien kann ftir 

25 den Fachmann nach iiblichen Kriterien hinsichtlich des 
. Einsatzes von Bakterien fiir die Vakzinierung erfolgen, d.h. 
die fur die erf indungsgemaSen Zwecke verwendbaren Listerien 
sollten liber Immunogenizitat verfiigen, jedoch ausreichend 
attenuiert sein, urn die sichere Anwendung beim Menschen zu 

30 erlauben. Dazu ist es notig, daS der Mutantenphanotyp der 
Listerien absolut stabil ist, was ublicherweise nur .durch. die 
Erzeugung chromosomaler Deletionen moglich ist. Zu den 
Beispielen fur attenuierte Mutanten zahlen Mutanten, die 
hinsichtlich der Ausbreitung von Zelle zu Zelle defizient 

35 sind, actA-negative Mutanten, die hinsichtlich des 
intrazel lularen Wachstums defizient sind, hly2- 
(Listeriolysin) -negative Mutanten, sowie Mutanten, die 
zumindest hinsichtlich eines Phospholipase-Gens defizient sind 
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(Guzman et al., Infect. Immun; 63 (1995), 3665-3673). Zu den 
Beispielen fur geeignete Listeria-Stamme zahlen die Ampl2- 
Mutante (Paglia et al., Eur. J. Immunol. 27: 1570-1575). 
Geeignete attentuierte Listeria-Stamme sind auch in der 
5 internationalen Patentanmeldung PCT/EP98/08096 beschrieben. 
Verfahren zur Transformation der vorstehenden Listerien mit 
den erf indungsgemaSen Lis teri a- Express ionsvektoren , 
beispielsweise Elektroporation, zur phanotypischen Selektion 
von Trans formanten und zur Expression der die 
10 tumorassoziierten Antigene (gegebenenfalls als 

Fusionsproteine) codierenden DNA-Seguenzen unter Verwendung 
der vorstehend beschriebenen Listeria-Expressionsvektoren sind 
auf dem Fachgebiet bekannt. 



15 Schliefilich betrifft die vorliegende Erfindung f^rner ein die 
erf indungsgemafien rekombinanten attenuierten Listeria- 
Bakterien enthaltendes Arzneimittel (Impfstoff) bzw. deren 
Verwendung zur Immun therapie. Diese Immuntherapie eignet sich 
zur Behandlung pigmentierter Tumorarten, vorzugsweise zur 

20 Therapie des raalignen Melanoms oder des malignen Schwannoms 
(Untergruppe der Neuroblastome) . Diese Arzneimittel enthalten 
gegebenenfalls zusatzlich einen pharmazeutisch vertrSglichen 
TrSger. Geeignete TrSger und die Formulierung derartiger 
Arzneimittel sind dem Fachmann bekannt. Zu geeigneten TrSgern 

25 zahlen beispielsweise Phosphat-gepuf f erte Kochsalzlosungen, 
Wasser, Emulsionen, beispielsweise Ol/Wasser-Emulsionen, 
Netzmittel, sterile Losungen etc. . Das erf indungsgeraafie 
Arzneimittel kann beispielsweise zur oralen Verabreichung in 
Form eines Elixiers, einer Kapsel oder Suspension verabreicht 

30 werden. Die geeignete Dosierung und die Art der Verabreichung, 
vorzugsweise orale, intravenSse oder intraperitoneale 
Verabreichung werden von dem behandelnden Arzt bestimmt und 
hangen von verschiedenen Faktoren ab, beispielsweise von dem 
Alter, dem Geschlecht, dem Gewicht des Patienten, dem Stadium 

35 und Schweregrad des Tumors , der Art der Verabreichung etc . . 

Jedenfalls muS die Verabreichung in einer wirksamen Menge 
erfolgen, d.h. einer Menge, da£ das tumorassoziierte Antigen 
in einer Menge exprimiert wird, dafi eine Immunantwort in T- 
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Zellen gegenuber dem tumorassoziierten Antigen induziert wird, 
so dafi dieses Antigen enthaltende Zellen zerstort werden. Das 
erf indungsgemafce Arzneimittel kann entweder allein verabreicht 
werden oder in Kombination mit weiteren Tumor therapien. 

5 

Erf indungsgemSSe Expressionsvektoren wurden bei der DSMZ 
(Deutsche Sammlung fur Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH) , 
Mascheroder Weg lb, Braunschweig jeweils am 5. Oktober 1999 
nach den Bestimmungen des Budapester Vertrags hinterlegt. Die 
10 hinterlegten Proben haben folgende Hinterlegungsnuirunern 
erhalten: 

Escherichia coli XL2-Blue pLIGA-trp2 DSM 13072 
Escherichia coli XL2-Blue pLIGA-tyro DSM 13073 
Escherichia coli XL2-Blue pLIGA-trpl DSM 13074 

Die Figuren erl&utem weiter die Erfindung. 



Fig, 1: Darstellung der cDNA-Kodierregion von menschl. 

Tyrosinase und der daraus abgeleiteten 
20 Proteinsequenz 

Fig. 2: Darstellung der cDNA-Kodierregion von menschl. 

Trp-1 und der daraus abgeleiteten Proteinsequenz 

25 Fig, 3: Darstellung der cDNA-Kodierregion von menschl. 

Trp-2 und der daraus abgeleiteten Proteinsequenz 

Fig. 4: Darstellung der cDNA-Kodierregion von menschl. 

MART-1 /MelanA und der daraus abgeleiteten 
30 Proteinsequenz 

Fig. 5: Analyse der Ober f achenmarker infizierter 

dentritischer Zellen 

Die Expression der Oberf lachenmarker nicht mit L. 
35 monoycytogenes Bakterien infizierter 

dentritischer Zellen (diinne Linien) sowie die 
infizierter dentritischer Zellen (dicke Linien) 
wurden analysiert. Schattierte graue Histogramme 
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represent ieren die Kontrollen 

Die folgenden Beispiele veranschau lichen die Erfindung. 

5 Beispiel 1: Herstellung zweier verschiedener die humane 

Tyrosinase expr imierender Listeria- 
Expr e s s i on s vekt oren 

Am 5'- und am 3'-Ende der fur die menschliche tumorassoziierte 

10 Tyrosinase-Antigen codierenden cDNA (Genbank-Zugangsnummer : 
M27160) wurden mittels PCR (s. Tabelle 1) unter Verwendung der 
in Tab. 1 und 2 angegebenen spezifischen Primer (tyr-5/2- 
LIGA+ tyr / 3 -LIGA ; tyr/5-LIGA+tyr/3-LIGA) eine Ndel bzw. eine 
Sall-Erkennungssequenz eingefuhrt. Die Primerkombination tyr- 

15 5/2-LIGA und tyr/3-LIGA (Tab. 1) wurde zur Amplif izierung der 
vollst&ndigen Tyrosinase cDNA-Sequenz eingesetzt. Die 
Primerkombination tyr/5-LIGA und tyr/3-LIGA (Tab. 2) wurde zur 
Amplif izierung einer 5 1 -deletierten Tyrosinase cDNA-Seguenz 
eingesetzt. Beide PCR-Amplif ikate wurden dann wie folgt 

20 behandelt: Unter Ausnutzung der genannten 

Restriktionsschnittstellen wurde das Fragment . in den Vektor 
PLIGA160 in frame stromabwSrts der plasmidkodierten actA- 
Signalsequenz kloniert. Die Expression des resultierenden 
Fusionsgens wird durch den plasmidkodierten act A- Promo tor 

25 gesteuert (Domann et al., 1992, EMBO J. 11: 1981-1990; Genbank 
Accession: X59723). Die inserierte DNA-Seguenz sowie deren 
Obergangstellen zum Vektor wurden zur Kontrolle sequenziert. 
Der resultierende Expr essionsvek tor erhielt die Bezeichnung 
pLIGA-tyrof (codiert gesamte Tyrosinase cDNA) bzw. pLIGA-tyro 

30 (codiert 5 ' -deletierte Tyrosinase cDNA) . Letzterer wurde bei 
der DSMZ am 5. Oktober unter der Nummer DSM 13073 hinterlegt. 



Beispiel 2: Herstellung zweier verschiedener das humane trp-1 
35 Protein expr imierender Listeria- 

Expr e s s ions vekt oren 

Am 5'- und am 3 ' -Ende der fur das menschliche tumorassoziierte 
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Trp-1 Antigen codierenden cDNA (Genbank-Zugangsnummer : 
AF001295) wurden mittels PCR (s. Tabelle 1) unter Verwendung 
der in Tab. 1 und 2 angegebenen spezifischen Primer (trpl-5/2- 
LIGA+trpl/3-LIGA ; trpl/5-LIGA+trpl/3-LIGA) eine Ndel bzw. 
5 eine Bgl II Erkennungssequenz eingefuhrt. Die 
Primerkombination trpl-5/2-LIGA und trpl/3-LIGA (Tab. 1) wurde 
zur Amplif ikation der vollst&ndigen trp-1 cDNA-Sequenz 
eingesetzt. Die Primerkombination trpl/5-LIGA und trpl/3-LIGA 
(Tab. 2) wurde zur Amplif ikation einer 5 ' -deletierten trp-1 

10 cDNA-Sequenz eingesetzt, Beider PCR-Amplif ikate wurden dann 
wie folgt behandelt: Unter Ausnutzung der genannten 
Restriktionsschnittstellen wurde das Fragment in den Vektor 
PLIGA160 in frame stromabwarts der plasmidkodierten actA- 
Signalseguenz kloniert. Die Expression des result ierenden 

15 Fusionsgens wird durch den plasmidkodierten actA-Promotor 
gesteuert (Domann et al., 1992, EMBO J, 11: 1981-1990; Genbank 
Accession: X59723) Die inserierte DNA-Sequenz sowie deren 
Ubergangsstellen zum Vektor wurden zur Kontrolle sequenziert. 
Der resultierende Expressionsvektor erhielt die Bezeichnung 

20 pLIGA-trplf (codiert die gesamte trp-1 cDNA) bzw. pLIGA-trpl 
(codiert 5 1 -deletierte trp-1 cDNA) . Letzterer wurde am 5. 
Oktober 1999 bei der DSMZ Braunschweig unter DSM 13074 
hinterlegt. 

25 

Beispiel 3: Bereitstellung zweier verschiedener das 

humane trp -2- Protein exprimie render 
Listeria-Expressionsvektoren 

30 Am 5'- und am 3'-Ende der fur das menschliche tumorassoziierte 
Trp-2 Antigen codierenden cDNA ( Genbank- Zugangsnummep : D17547) 
wurden mittels PCR (s. Tabelle 1) unter Verwendung der in 
Tabelle 1 und 2 angegebenen spezifischen Primer (trp2-5/2- 
LIGA+trp-2/3-LIGA ; trp2/5-LIGA+trp2/3-LIGA) eine Ndel bzw. 

35 eine Sal I Erkennungssequenz eingefuhrt. Die Primerkombination 
trp2-5/2-LIGA und trp2/3-LIGA (Tab. 1) wurde zur Amplif ikation 
der vollstandigen trp-2 cDNA-Sequenz eingesetzt. Die 
Primerkombination trp2/5-LIGA und trp2/3-LIGA (Tab. 2) wurde 
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zur Amplif izierung einer 5 ' -deletierten trp-2 cDNA-Sequenz 
eingesetzt. Beide PCR-Amplif ikate wurde dann wie folgt 
behandelt: Unter Ausnutzung der genannten 
Restriktionsschnittstellen wurde das Fragment in den Vektor 
5 pLIGA160 in frame stromabwSrts der plasmidkodierten actA- 
Signalsequenz kloniert. Die Expression des resultierenden 
Fusionsgens wird durch den plasmidkodierten actA-Promotor 
gesteuert (Domann et al., 1992, EMBO J. 11: 1981-1990; Genbank 
Accession: X59723) Die inserierte DNA-Seguenz sowie deren 

10 libergangsstellen zum Vektor wurden zur Kontrolle sequenziert. 
Der resultierende Expressionsvektor erhielt die Bezeichnung 
pLIGA-trp2f (codiert die gesamte trp-2 cDNA) bzw. pLIGA-trp2 
(codiert 5 ' -deletierte trp-2 cDNA) . Letzterer wurden am 5. 
Oktober 1999 bei der DSMZ Braunschweig unter DSM 13072 

15 hinterlegt. 



Beispiel 4: Herstellung eines das humane MelanA/MART-1 

Gen exprimierenden Listeria- 
20 Express ions vektors 

Am 5'- und am 3'-Ende der fur das menschliche tumorassoziierte 
MelanA-Antigen codierenden cDNA ( Genbank- Zugangsnummer: 
U06452) wurden mittels PGR (s. Tabelle 1) unter Verwendung der 

25 in Tabelle 1 angegebenen Primer (melanA-5/2-LIGA, melanA/3- 
LIGA) eine Ndel bzw. eine Bgl II Erkennungssequenz 
eingeftthrt. Unter Ausnutzung der Restriktionsschnittstellen 
wurde das Fragment in den Vektor pLIGA160 in frame 
stromabwarts der plasmidkodierten actA-Signalsequenz kloniert. 

30 Die Expression des resultierenden Fusionsgens wird durch den 
plasmidkodierten actA-Promotor gesteuert (Domann et al., 1992, 
EMBO J. 11: 1981-1990; Genbank Accession: X59723) Die 
inserierte DNA-Sequenz sowie deren libergangsstellen zum Vektor 
wurden zur Kontrolle sequenziert. 



35 
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Beispiel 5: Antigen-Expression in Listeria monocytogenes 

Die in den vorstehenden Beispielen 1 bis 4 beschriebenen 
Listeria-Expressionsvektoren wurde nach Amplif ikation in dem 
5 E.coli-Stamm XL2-Blue jeweils in den L. monocytogenes Stamm 
EGD sowie in die attentuierten Mutanten Ahly2 und AactA 
(Guzmann et al., 1995, Infect, Immun. 63: 3665-3573) mittels 
Elektroporation eingefuhrt. Die dazu angewandte Technik ist 
dem Fachmann hinreichend bekannt. Plasmidtragende Listerien 

10 wurden anhand der plasmidvermittelten Erythromycin-Resistenz 
identif iziert . Die Expression der tumorassoziierten Antigene 
wird dann unter Anwendung immunologischer Nachweisverf ahren 
(z.B. immunologische Farbung, Western Blot) mittels 
spezifischer Antikorper (MelanA-AK erhaltlich von Fa. 

15 Novocastra; Tyrosinase-AK erhaltlich von Fa. BioTrend, K61n; 
Trp-1 AK beschrieben in Thomsen et al, 1985, J. Invest. 
Dermatol. 85: 169-174) bestimmt. Jedes der tumorassoziierten 
Antigene konnte nachgewiesen werden, d.h. der gewahlte 
Expressionsweg war erfolgreich. 

20 

Beispiel 7: Immuni sierung von Mausen des transgenen 
Mouses tamms HLA-A2 

25 Der im vorstehenden Beispiel 4 beschriebene Listeria- 
Expressionsvektor pLIGA-MelanA wurde nach Amplif ikation im 
E.coli-Stamm XL2-Blue in den L. monocytogenes Stamm EGD 
(Guzman et al., 1995, Infect. Immun. 63: 3665-3573) mittels 
Elektroporation eingefxihrt. Diese Bakterien wurden uber Nacht 

30 bei 37°C in BHI (Brain-Heart-Infusion) -Medium (Hersteller: Fa. 

Difco) angeziichtet. Es wurde eine 1:50 Verdiinnungskultur 
angelegt und das Wachstum der Bakterien bis zur mittleren log- 
Phase fortgesetzt. Die Bakterien wurden durch Zentrifugation 
bei 3000xg geerntet. Die Zellen wurden dreimal mit PBS 

35 gewaschen und in PBS resuspendiert . Zur Kontrolle wurden die 
das nicht-veranderte Plasmid pLIGAl60 tragenden EGD-Bakterien 
ebenso behandelt und kuitiviert. 
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Mause vom transgenen Stamm HLA-A2k b (Vitiello et al. ( 1991, j. 
Exp. Med. 173: 1007-1015) wurden mit den in PBS 
resuspendierten Bakterien (EGD-pLIGA-MelanA und EGD-pLI<3A160) 
im 7-tagigen Intervall immunisiert. Die Mause erhielten 
5 jeweils eine orale Applikation von lxlO 6 Bakterien an Tag 0 und 
1X1 0 7 Bakterien an Tag 7, 14, 21. usw. 

Primares Ziel der Immunisierungsexperimente ist die Erzeugung 
einer zellularen cytotoxischen T-Zellantwort . Die Antigen- 
10 spezifische Aktivitat cytotoxischer T-Zellen gilt als 
Grundlage einer effizienten antitumordsen Immunantwort . 

Die Milzen von je 3 immunisiert en Mausen werden 7 Tage nach 
der letzten Immunisierung entnommen, gepoolt und mechanische 

15 bearbeitet, daB eine Einzelzellsuspension vorliegt. Die 
Milzzellen werden mit einer zur HLA-A2k b transgenen Zellinie 
(C1R-A2k b ) restimuliert. Diese Zellinie ist mit dem MelanA- 
Antigen kodierenden Gen stabil transfiziert und kann daher zur 
Stimulierung der cytotoxischen Aktivitat Antigen- spezif ischer 

20 T-Zellen eingesetzt werden. Nach 5-7 Tagen werden die lebenden 
Zellen geerntet und im dem Fachmann hinreichend bekannten 51 Cr- 
Freisetzungsexperiment auf ihre Fahigkeit hin iiberpriift, die 
genannten Antigen-exprimierenden Zielzellen zu lysieren. 



25 



30 



L. monocytogenes 
EGD 


% Spczifiscbe Lyse der MdanA-expriniiereaden C1R-A2k* Zklzdlea 
EffdctonTarget Verhihnb 
50:1 J5:l 10:1 


pLIGA-MelanA 


30 


25 18 


PUGA160 


2 


0 0 



Dargestellt ist die MHOKlasse I Melan A restringierte Lyse von MeianA exprimierenden 
CIR^k 6 Ziefeeflen durch Lymphocyten die in vivo mit dem rekombinanten L 
monocytogenes EGD pLIGA-MelanA Vakzinstamm primSr stimuliert wwden. 7 Tage nach 
der letzten Immunisierung mit EGD-pLIGA-MelanA bzw. EGD-pUGA160 
(Negativkontrolle) wurden die Milzzellen an Tag 5 nach Entnahme in vitro restimufiert Zur 
in vitro Restimulierung wurde die zum immunisierten HLA-AZk** transgenen Mausstamm 
syngene C1R-A2kb Zellinie, die stabil mH dem humanen MeianA kodierenden Gen 
35 transfiziert wurde, eingesetzt. Zum Ende der Kuttur wurden die Lymphocyten im * 1 Cr- 

Fretsetzungsexperiment auf ihre FShigkeit zur Lyse der C1R-A2k* MeianA transftzierten 
ZeHinie hin getesteL 



EGD-pLIGA160: Negativkontrolle 
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Tabelle 1 

Primer zur AmplrfizierunQ der vollstandiqen Antiaen-kodierenden c-ONA 



c-DNA 



Primer 



Tyrosinase tyr - 5 /2 -liga 

5' - ccg aca cat atg etc ctg a ct att tta tae toe eta - 3' 
HdeZ 

tyr/3-LIGA 

5' - ccg aca gtc gac tta taa ata act cto ata caa get gt- 3' 
Sail 



Trp-1 trpl-5/2-LIGA 

5' - ccg aca cat atg act act cct aaa etc etc tct ctg - 3' 
HdeZ 

trpl/3-LIGA 

5' - ccg aca aga tct tta gac cac aoa eta att a erg att ct« 3' 
Bfflll 



Trp-2 trp2-5/2-U£GA 

5* - ccg aca cat atg age ccc ett tag taa gaa ttt era • 3* 
JtfdeX 

trp2/3-LXGA 

5' - ccg aca gtc gac eta ggc tr e tte tgt gta tct ctt gq- 3 f 
Sail 



MelanA melanA- 5 /2-LIGA 

5' - ccg aca cat atg cca aca gaa gat get cac ttc aj:c - 3' 
Noel 

melanA/3-LIGA 

5* - ccg aca aga tct tta agg t ea ata agg tgg tgg tga- 3' 
BfflXX 



Tab. 1 : Primer zur Amplifizierung der Antigen kodierenden c-DNA Sequenzen 
Fell marWert ist jeweils die Ertennungssequenz spezifischer Restrikfensenzyn^^ie far dte 
Wonierung des PCR-AmpKfikats in den Vektor pLI6A160 eingesetzt wurden. Unterstnchen ist cer 
Anleil eines Primers, der an die komplementare Sequenz der genannten c-DNA blndet 



PCR Bedingungen zur Ampfifizierung der genannten c-DNA Fragmente: 

• Initiate Denaturierung: 3 Min. bei 94*C 

• 2yWus (40 X): 0,5 Min. bei 94 # C 

1 Min. bei55 # C 
1,5 Min. bei 68 # C 

• abschlieBende Polymerisation: 7 Min. bei 68 # C 
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T*bglle 2 



Primer zur AmplifizierunQ der 5-verkurzten Antiaen-kodierenden c-DNA 



c-DMB Primer 



Tyrosinase tyr/s-LiQA 

5' - ccg aca cat atg ggc cat ttc cct aga gcc tgt gtc tc - 3' 
Kdel 

tyr/3-LIGA 

5' - ccg aca gtc gac tta taa atg get etc ata caa act at - 3' 
5*22 



Trp-1 trpl/5-LIGA 

5* - ccg aca cat atg caa ttc cca aga caa tat gec act at: - 3' 
Kdel 

txpl/3-LZGA 

5' - ccg aca aga tct tta gac ca c aga ctg att agg att ct- 3' 
BgXXl 



Trp-2 trp2/5-LIGA 

5' • ccg aca cat atg caa ttc ccc caa gtc tgc atg acq gt - 3' 
jftfeZ 

trp2/3-LIGA 

5' - ccg aca gtc gac eta oac ttc ttc t gt gta tct ctt qc- 3' 



Tab. 1 Primer zur Ampfifizierung der Antigen kodierenden 5- deteberten c-DNA 
Sequenzen 

Felt markiert tst jeweits die Erkennungssequenz spezifischer Restriktionsenzyme, die fQr die 
Wonierung des PCR-Amplifikats in den Vektor pUGA160 eingesetzt wurden. Unterstrichen 1st der 
Antefl eines Primers, der an die kompiementare Sequenz der genannten c-DNA bendet 

PCR Bedingungen zur Amplifizierung der genannten c-DNA Fragmente: 

• Initiate Denaturierung: 3Mhvbei94 # C 

• 2yklus(40X): 0.5 Miru bei 94*C 

1 Min.bei55 # C 
1,5 Min. bei 68"C 

• abschBeOende Polymerisation: 7 Min. bei 68*C . 



WO 01/27295 PCT/DE00/03629 

18 

Beispiel 8: Xnfektion humaner dendritischer Zellen mit 

L. monocytogenes E6D und der attentuierten 
Mutante L. monocytogenes Ahly2 



5 Da rekombinante Listerien als Vektorsystem im Rahmen einer 
anti-Melanom-Vakzine in den Menschen eingesetzt werden sollen, 
ist es notwendig, neben Untersuchungen im Tiermodell auch die 
Wechselwirkung dieser Bakterien mit den humanen Zellen des 
Immunsys terns zu analysieren. Aus diesem Grund wurde die 

10 Interaktion von Listeria monocytogenes EGD (Wildtypstamm) 
sowie von weiteren attentuierten Stammen mit humanen 
dendritischen Zellen (DZ) untersucht. Nur DZ sind nach 
Aufnahme einer Antigen-Vakzine in der Lage gegen das 
betreffende Antigen eine primSre Immunantwort zu initiieren 

15 (Banchereau et al., (1998), Nature 392, S. 245-252). Fur eine 
eff iziente Belieferung der DZ mit der anti-Melanom-Vakzine ist 
es daher notwendig, daS diese Zellen durch die Listerien 
infiziert werden konnen. Zur Bestimmung der 
Inf ektionsef f izienz wurde das folgende Experiment 

20 durchgef uhrt : Nach einem Standardprotokoll (Thurner et al. 

(1999), J. Immunol. Methods 223, S. 1-15) wurden aus den 
Zellen des peripheren Blutes in-vitro unreife DZ generiert, 
die mit den Bakterien in einem Verhaitnis von 1 (DZ) : 5 
(Bakterien) infiziert wurden (d.h. 1 x 10 5 DZ wurden mit 5 x 

25 10 s Bakterien inkubiert) . Urn die Inf ektionsef f izienz zu 
erhohen, wurde fur 5 Minuten bei 1200 rpm zentrifugiert . Nach 
einer Stunde Inkubation wurde 10 fig/ml Gentamycin zu den 
Kulturen addiert, um die extrazellularen Bakterien abzut6ten. 
Weitere 3 Stunden spater wurden die DZ zweimal rait PBS 

30 gewaschen und durch Inkubation mit 1% NP-40 PBS lysiert, um 
die phagozytotisch auf genomraenen Bakterien f reizusetzen. Zur 
Bestimmung der Bakterienzahl wurden Aliquots des Lysats auf 
Bakterien-Wuchsagar ("Brain Heart Infusion Agar*) plattiert. 
Da jedes intakte Bakterium nach Inkubation eine Kolonie auf 

35 dem Agar bildet, ist die Zahl der intrazellularen Bakterien 
als Zahl der Kolonie- formenden Einheiten (CFU) definiert. Die 
nachfolgende Tabelle 3 stellt das Ergebnis der 
Infektionsexperimente dar, welche belegen, daS unreife humane 



WO 01/27295 



PCT/DE00/03629 



DZ effizient durch Listerien infiziert werden kennen. 



Tabelle 3 



L. monocytogenes EGD 
(Wildtyp) 



L. monocytogenes Ahly2 
(Deletion des 
Listeriolysingens) 



CFU 



2,94 x 10 s 



4,82 x 10« 



10 



15 



20 



25 



30 



35 



Beispiel 9: Bestimxnung des Einflusses der Xnfektion auf den 
Phanotyp von dendritischen Zellen 

Die Wechselwirkung unreifer DZ mit Bakterien kann zu ihrer 
Ausreifung fiihren und damit einen positiven Einflufc auf ihre 
Fahigkeit haben, T-Zellen zu stimulieren. Die Reifung der DZ 
geht mit Veranderungen im Expressionsmuster spezifischer 
Oberf lSchenmarker einher, d.h. die Expression spezifischer 
Oberflachenmolekule, die fur die Stimulierung einer zellularen 
Immunantwort essentiell sind, wird verstarkt. Dabei handelt es 
sich urn costimulatorische Molektile wie CD40, CD80, CD86 oder 
urn Adhesionsmolekule wie CD54. Das CD83-Oberf ISchenmolekul ist 
ein spezifischer Marker far reife dendritische Zellen, dessen 
Funktion allerdings noch unklar ist. Der Expressionsnachweis 
dieser Oberf lachenmarker erfolgt mittels Iiranunf luoreszenz im 
Durchf luSzytometer (FACS) . 

Um den EinfluS der Listeria-Infektion auf den Phanotyp humaner 
DZ zu bestimmen, wurde wie folgt vorgegangen: Nach einem 
Standardprotokoll (Thurner et al. (1999), J. Immunol. Methods 
223, S. 1-15) wurden aus den Zellen des peripheren Blutes in- 
vitro unreife DZ generiert, die mit L. monocytogenes EGD 
Wildtypstamm-Bakterien in einem VerhSltnis von 1 (DZ) : 5 
(Bakterien) infiziert wurden (d.h. 1 x 10 5 DZ wurden mit 5 x 
10 5 Bakterien inkubiert) . Um die Inf ektionsef f izienz zu 
erhohen, wurde fur 5 Minuten bei 1200 rpm zentrifugiert . Nach 
einer Stunde Inkubation wurde 10 /ig /ml Gentamycin zu den 
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Kulturen addiert, urn die extrazellularen Bakterien abzutoten. 
Die Ansatze wurden dann fur weitere 20 Stunden inkubiert. Als 
Kontrollen wurden Parallelkulturen verwendet, die uninfiziert 
gelassen wurden. Danach wurden die DZ geerntet und gewaschen. 
5 Die Zellen wurden indirekt oder indirekt mit den folgenden 
monoklonalen Antikorpern inkubiert: FITC-konjugiertes anti- 
HLA-DR (Becton Dickinson, Heidelberg) , anti-CD54 und PE- 
konjugiertes anti-CD83 (Coulter-Immunotech, Hamburg), PE- 
konjugiertes anti-CD80 ( Pharmingen, Hamburg) , FITC- 

10 konjugiertes anti-CD40 und FITC-konjugiertes anti-CD86 <Cymbus 
Biotechnology, Dianova, Hamburg) . FITC-konjugiertes anti-Maus- 
IgG (Dianova, Hamburg) wurde als sekundares Reagenz fur den 
anti-CD54-Nachweis verwendet. Maus-IgG wurde als Isotyp- 
Kontrolle verwendet. Die Analyse der Expression der 

15 Oberf lachenmarker auf den dendritischen Zellen wurde mittels 
Cytof luorometrie (FACScan, Fa. Becton Dickinson) durchgef tihrt . 
Das Ergebnis ist in Fig. 5 gezeigt. Diese Figur zeigt, dafi es 
durch die Infektion zu einer verstarkten Expression 
spezifischer costimulatorischer Molektile kommt. Desweiteren 

20 kommt es durch die Infektion zu einer Ausreifung der DZ, 
sichtbar anhand der CD83-Expression. Diese Daten zeigen, dafi 
die Infektion der DZ mit bakteriellen Vakzinvektoren einen 
positiven Effekt auf den PhSnotyp der Antigen-pr&sentierenden 
Zellen hat. 
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Patentansprtiche 

1. Listeria-Expressionsvektor zur Immuntherapie, wobei der 
5 Listeria-Expressionsvektor folgende DNA-Sequenzen funktionell 

verkntipft umfa&t: 

(a) einen in Listeria aktiven Promotor; und 

(b) eine fur humane Tyrosinase, Trp-1, Me 1 anA /MART- 1 oder 
Trp-2 codierende DNA-Sequenz. 

10 

2, Listeria-Expressionsvektor nach Anspruch 1, wobei der in 
Listeria aktive Promotor der Promotor des hly-, actA-, plcA- f 
plcB- oder mpl-Gens ist. 

15 3. Listeria-Expressionsvektor nach Anspruch 1 oder 2, 
zusStzlich eine ein Protein codierende DNA so enthaltend, daS 
ein ein Listeria-Protein und humane Tyrosinase, Trp-1, 
MelanA/MART-1 oder Trp-2 umfassendes Fusionsprotein codiert 
wird. 

20 

4. Expressionsvektor nach Anspruch 3, wobei das Listeria- 
Protein ein an der Lyse der Wirtsvakuolen oder an der 
Wanderung der Wirtszelle beteiligtes Enzym ist. 

25 5. Expressionsvektor nach Anspruch 4, wobei das Listeria- 
Protein Listeriolysin 0, PI-PLC oder ActA ist. 

6. Expressionsvektor nach Anspruch 3, wobei das Listeria- 
Protein eine Signalsseguenz • eines sezerniert^n Listeria- 

30 Proteins umfafit. 

7. Expressionsvektor nach Anspruch 6, wobei die Signalsequenz 
von Haemolysin (Listeriolysin 0) , einer Phospholipase (PI-PLC) 
oder dem ActA- Protein stamrat. 

35 

8. Expressionsvektor nach einem der Anspruche 1 bis 7, der von 
pKSV7, pAUL-A oder pLIGA160 stammt. 
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22 

9. Rekombinantes attenuiertes Listeria-Bakterium, den 
Listeria-Expressionsvektor nach einem der Anspruche 1 bis 8 
en thai tend. 

5 10. Rekombinantes attenuiertes Listeria-Bakterium nach 
Anspruch 9, das Listeria monocytogenes ist. 

11. Impfstoff, ein rekombinantes attenuiertes Listeria- 
Bakterium nach Anspruch 9 oder 10 en thai tend. 

10 

12. Verwendung des rekombinanten attenuierten Listeria- 
Bakteriums nach Anspruch 9 oder 10 zur Immuntherapie. 

13. Verwendung nach Anspruch 12, wobei die Immuntherapie die 
15 Therapie des malignen Melanoms ist. 
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Tyrosinase: 

Darstellung der cDNA-Kodierregion und der sich daraus ableitenden 
Proteins equenz 



atgctcctggctgttttgtactgcctgctgtggagtttccagacctccgctggccatttc 

1 + + + ---+ --- + - + 60 

tacgaggaccgacaaaacatgacggacgacacctcaaaggtctggaggcgaccggtaaag 

MLLAVLYCLLWSFQTSA GHF 



cctagagcctgtgtctcctctaagaacctgatggagaaggaatgctgtccaccgtggagc 

61 + + + ♦ --- + + 120 

ggatctcggacacagaggagattcttggactacctcttccttacgacaggtggcacctcg 

PRACVSSKNLMEKECCPPWS - 



ggggacaggagtccctgtggccagctttcaggcagaggttcctgtcagaatatccttctg 

121 + + + + + + 180 

cccctgtcctcagggacaccggtcgaaagtccgtctccaaggacagtcttataggaagac 

GDRSPCGQLSGRGSCQNILL 



tccaatgcaccacttgggcctcaatttcccttcacaggggtggatgaccgggagtcgtgg 

181 + ♦ ♦ + + + 240 

aggttacgtggtgaacccggagttaaagggaagtgtccccacctactggccctcagcacc 

SNAPLGPQFPFTGVDDRESW 



ccttccgtcttttataataggacctgccagtgctctggcaacttcatgggattcaactgt 

241 + + + ♦ ♦ 300 

ggaaggcagaaaatattatcctggacggtcacgagaccgttgaagtaccctaagttgaca 

PSVFYNRTCQCSGMFMGFNC 



ggaaactgcaagtttggcttttggggaccaaactgcacagagagacgactcttggtgaga 
301 - + + + + + + 

cctttgacgttcaaaccgaaaacccctggtttgacgtgtctctctgctgagaaccaotct 
GNCKFGFWGPNCTERRLLVR 



agaaacatcttcgatttgagtgccccagagaaggacaaattttttgcctacctcacttta 

361 + + + + + + 420 

tctttgtagaagctaaactcacggggtctcttcctgtttaaaaaacggatggagtgaaat 

RNIFDLSAPEKDKFFAYLTL 



gcaaagcataccatcagctcagactatgtcatccccatagggacctatggccaaatgaaa 

421 +- + + + + + 460 

cgtttcgtatggtagtcgagtctgatacagtaggggtatccctggataccggtttacttt 

AKHTISSDYV I PIGTYGQMK 

Fig. 1 
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aatggatcaacacccatgtttaacgacatcaatatttatgacctctttgtctggatgcat 

481 + + - + + + 540 

ttacctagttgtgggtacaaattgctgtagttataaatactggagaaacagacctaggta 

NGSTPMFNDINIYDLFVWMH 



tattatgtgtcaatggatgcactgcttgggggatatgaaatctggagagacattgatttt 

541 + + + -+- + + 600 

ataatacacagttacctacgtgacgaaccccctatactttagacctctctgtaactaaaa 

Y YVSMDALLGGYEIWRDIDF 



gcccatgaagcaccagcttttctgccttggcatagactcttcttgttgcggtgggaacaa 

601 + + + + + 6 60 

cgggtacttcgtggtcgaaaagacggaaccgtatctgagaagaacaacgccacccttgtt 

AHEA P AFLPWHRLFLLRWEQ 



gaaatccagaagctgacaggagatgaaaacttcactattccatattgggactggcgggat 

661 + + + + + 720 

ctttaggtcttcgactgtcctctacttttgaagtgataaggtataaccctgaccgcccta 

EIQKLTGDENFTI PYWDWRD 



gcagaaaagtgtgacatttgcacagatgagtacatgggaggtcagcaccccacaaatcct 

721 + + + + ♦ ♦ 780 

cgtcttttcacactgtaaacgtgtctactcatgtaccctccagtcgtggggtgtttagga 

AEKCDI CTDEYMGGQHPTNP 



aacttactcagcccagcatcattcttctcctcttggcagattgtctgtagccgattggag 

781 + + ♦ + 640 

ttgaatgagtcgggtcgtagtaagaagaggagaaccgtctaacagacatcggctaacctc 

NLLSPASFFSSWQIVCSRLB 



gagtacaacagccatcagtctttatgcaatggaacgcccgagggacctttacggcgtaat 

841 -- - + + + + + + 900 

ctcatgttgtcggtagtcagaaatacgttaccttgcgggctccctggaaatgccgcatta 

EYNSHQSLCNGTPEGPL R RN - 



cctggaaaccatgacaaatccagaaccccaaggctcccctcttcagctgatgtagaattt 

901 -- - + + --- + --- + + + 960 

ggacctttggtactgtttaggtcttggggttccgaggggagaagtcgactacatcttaaa 

PGNHDKSRTPRLPSSADVEF 

Fig. 1 (Forts. 1) 
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tgcctgagtttgacccaatatgaatctggttccatggataaagctgccaatttcagcttt 

961 + + +— +--- + + 1020 

acggactcaaactgggttatacttagaccaaggtacctatttcgacggttaaagtcgaaa 

CLSLTQYESGSMDKAANFSF 



agaaatacactggaaggatttgctagtccacttactgggatagcggatgcctctcaaagc 

1021 ♦ + + + + + 1080 

tctttatgtgaccttcctaaacgatcaggtgaatgaccctatcgcctacggagagtttcg 

RNTLBGPASPLTGX-ADASQS 



agcatgcacaatgccttgcacatctatatgaatggaacaatgtcccaggtacagggatct 

1081 -r + + + + + + 1140 

tcgtacgtgttacggaacgtgtagatatacttaccttgttacagggtccatgtccctaga 

SMHNALHXYMNGTMS. QVQGS 



gccaacgatcctatcttccttcttcaccatgcatttgttgacagtatttttgagcagtgg 

1141 + ♦ + + * + 1200 

cggttgctaggatagaaggaagaagtggtacgtaaacaactgtcataaaaactcgtcacc 

ANDP I FLLHH AFVDS I FEQW 



ctccgaaggcaccgtcctcttcaagaagtttatccagaagccaatgcacccattggacat 

1201 + + + + ♦ + 1260 

gaggcttccgtggcaggagaagttcttcaaataggtcttcggttacgtgggtaacctgta 

LRRHRPLQEVY PEANAPIGH 



aaccgggaatcctacatggttccttttataccactgtacagaaatggtgatttctttatt 

1261 ♦ - + + + + + 1320 

ttggcccttaggatgtaccaaggaaaatatggtgacatgtctttaccactaaagaaataa 

NRESYMVPFXPLYRNGDFFI 



tcatccaaagatctgggctatgactatagctatctacaagattcagacccagactctttt 

1321 ♦ ♦ + + -+ + 1380 

agtaggtttctagacccgatactgatatcgatagatgttctaagtctgggtctgagaaaa 

SSKDLGYDYSYLQDS DPDSF - 



caagactacattaagtcctatttggaacaagcgagtcggatctggtcatggctccttggg 

1381 + + + + 1440 

gttctgatgtaattcaggataaaccttgttcgctcagcctagaccagtaccgaggaaccc 

QDYIKSYLEQASRIWSWLLG 

Fig. 1 (Forts. 2) 
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gcggcgatggtaggggccgtcctcactgccctgctggcagggcttgtgagcttgctgtgt . 

1441 + + + + + + 1500 

cgccgctaccatccccggcaggagtgacgggacgaccgtcccgaacactcgaacgacaca 

AAMVGAVLTALLAGLVS LLC 



cgtcacaagagaaagcagcttcctgaagaaaagcagccactcctcatggagaaagaggat 
"01 + ~ +— - + + + + 1560 

gcagtgttctctttcgtcgaaggacttcttttcgtcggtgaggagtacctctttctccta 
RHKRKQLPEEKQPLLMEK ED 



taccacagcttgtatcagagccatttataa 

1561 -- + + 1590 

atggtgtcgaacatagtctcggtaaatatt 



YHSLYQSHL 



Fig. 1 (Forts. 3) 
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Trp-1: 

Darstellung der cDNA-Kodier region und der sich daraus ableitenden 
Proteinseguenz 



atgagtgctcctaaactcctctctctgggctgtatcttcttccccttgctactttttcag 

! +--- + -- + + + ♦ 60 

tactcacgaggatttgaggagagagacccgacatagaagaaggggaacgatgaaaaagtc 

MSAPKLLSLGCI FFPLLLFQ 

caggcccgggctcaattcccaagacagtgtgccactgttgaggctttgagaagtggtatg 

61 + + + + + -k 120 

gtccgggcccgagttaagggttctgtcacacggtgacaactccgaaactcttcaccatac 

QARAQFPRQCATVEALRSGM 

tgttgcccagacctgtcccctgtgtctgggcctgggacagaccgctgtggctcatcatca 

121 ~ + + + + + ♦ 180 

acaacgggtctggacaggggacacagacccggaccctgtctggcgacaccgagtagtagt 

CCPD LSPVSGPGTDRCGSSS 

gggaggggcagatgtgaggcagtgactgcagactcccggccccacagccctcagtatccc 

181 + + ♦ + + 240 

ccctccccgtctacactccgtcactgacgtctgagggccggggtgtcgggagtcataggg 

GRGRCEAVTADSRPHS PQYP - 

catgatggcagagatgatcgggaggtctggcccttgcgcttcttcaataggacatgtcac 

241 + + + ♦ + + 300 

gtactaccgtctctactagccctccagaccgggaacgcgaagaagttatcctgtacagtg 

HDGRDDREVWPLRFFNRTCH 

tgcaacggcaatttctcaggacacaactgtgggacgtgccgtcctggctggagaggagct 

301 ♦ + + + + + 360 

acgttgccgttaaagagtcctgtgttgacaccctgcacggcaggaccgacctctcctx^a 

CNGNFSGHNCGTCRPGWR GA - 

gcctgtgaccagagggttctcatagtcaggagaaatcttctggacttaagtaaagaagaa 

361 + ™ ♦ + + — - + 420 

cggacactggtctcccaagagtatcagtcctctttagaagacctgaattcatttcttctt 

ACDQRVLIVRRNLLDLSKEE 

aagaaccactttgtccgggccctggatatggcaaagcgcacaactcaccctttatttgtc 

421 + + + +" + + 480 

ttcttggtgaaacaggcccgggacctataccgtttcgcgtgttgagtgggaaataaacag 



KNHFVRALDMAKRTTHPLFV 

Fig. 2 
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attgccaccaggagatcagaagaaatactggggccagatggcaacacgccacaatttgag 

481 + + + + + + 540 

taacggtggtcctctagtcttctttatgaccccggtctaccgttgtgcggtgttaaactc 

IATRRSEEILGPDGNTPQFE 



aacatttccatttataactactttgtttggacacactattactcagtcaaaaagactttc 

541 + + + + + + 600 

ttgtaaaggtaaatattgatgaaacaaacctgtgtgataatgagtcagtttttctgaaag 

NISIYNYFVWTHYYSVKKTF 



cttggggtaggacaggaaagctttggtgaagtggatttctctcatgagggaccagctttt 

50i + ♦ + + + ♦ 660 

gaaccccatcctgtcctttcgaaaccacttcacctaaagagagtactccctggtcgaaaa 

LGVGQESFGEVDFSHEGPAF 



ctcacatggcacaggtaccacctcctgcgtctggagaaagacatgcaggaaatgttgcaa 

661 ♦ + + + ♦ 720 

gagtgtaccgtgtccatggtggaggacgcagacctctttctgtacgtcctttacaacgtt 

LTWHRYHLLRLEKDMQBMIjQ 



gagccttctttctcccttccttactggaattttgcaacggggaaaaatgtctgtgatatc 

721 + + + • + ♦ ♦ 780 

ctcggaagaaagagggaaggaatgaccttaaaacgttgcccctttttacagacactatag 

EPS FS LPYWNFATGKNVCDI 



tgcacggatgacttgatgggatccagaagcaactttgattccactctaataagcccaaac 

781 + + + + + + 840 

acgtgcctactgaactaccctaggtcttcgttgaaactaaggtgagattattcgggtttg 

C.TDDXiMGSRSNFDSTLXSFH 



tctgtcttttctcaatggcgagtggtctgtgactccttggaagattatgataccctggga 

841 + + + ♦ + - + 900 

agacagaaaagagttaccgctcaccagacactgaggaaccttctaatactatgggaccct 

SVFSQWRVVCDSLEDYDTLG - 



acactttgtaacagcaccgaggatgggccaattaggagaaatccagctggaaatgtggcc 

901 + + + + + + 960 

tgtgaaacattgtcgtggctcctacccggttaatcctctttaggtcgacctttacaccgg 

TLCNSTEDGPI RRNPAGNVA 

Fig. 2 (Forts- 1) 
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agaccaatggtgcaacgtcttcctgaaccacaggatgtcgctcagtgcttggaagttggt 

961 + + + +--- + + 1020 

tctggttaccacgttgcagaaggacttggtgtcctacagcgagtcacgaaccttcaacca 

RPMVQRLPEPQ DVAQCL EVG 



ttatttgacacgcctcctttttattccaactctacaaacagtttccgaaacacagtggaa 

1021 +---- + + +_ + 1080 

aataaactgtgcggaggaaaaataaggttgagatgtttgtcaaaggctttgtgtcacctt 

LFDTPPFYSNSTNS FRNTVE 



ggttacagtgaccccacgggaaagtatgaccctgctgttcgaagtcttcacaatttggct 

1081 + + + + + + 1140 

ccaatgtcactggggtgccctttcatactgggacgacaagcttcagaagtgttaaaccga 

GYSDPTGKYDPAVRSLHNLA 



catctattcctgaatggaacagggggacaaacccatttgtctccaaatgatcctattttt 

1141 + + + + 1200 

gtagataaggacttaccttgtccccctgtttgggtaaacagaggtttactaggataaaaa 

HLFLNGTGGQTHLS PNDPIF 



gtcctcctgcacaccttcacagatgcagtctttgatgaatggctgaggagatacaatgct 

1201 + +- — + + + + 1260 

caggaggacgtgtggaagtgtctacgtcagaaactacttaccgactcctctatgttacga 

VLLHTFTDAVFDEWLRRYNA - 



gatatatccacatttccattggaaaatgcccctattggacataatagacaatacaacatg 

1261 + ♦ + + + 1320 

ctatataggtgtaaaggtaaccttttacggggataacctgtattatctgttatgttgtac 

DISTFPLENAP IGHNRQYNM 



gtgccattctggcccccagtcaccaacacagaaatgtttgttactgctccagacaacctg 

1321 ♦ + + + + + 1380 

cacggtaagaccgggggtcagtggttgtgtctttacaaacaatgacgaggtctgttggac 

VPFWPPVTNTEMFVTAPDNL - 



ggatacacttatgaaattcaatggccaagtcgggagtttagtgtacctgagataattgcc 

1381 +- + + + + + 1440 

cctatgtgaatactttaagttaccggttcagccctcaaatcacatggactctattaacgg 

GYTYBIQWPS REFSVPE I IA 



Fig. 2 (Forts. 2) 
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atagcagtagttggcgctttgttactggttgcactcatttttgggactgcttcttatctg 

1441 + + + + ♦ + 1500 

tatcgtcatcaaccgcgaaacaatgaccaacgtgagtaaaaaccctgacgaagaatagac 

IAVVGALLLVA. LXFGTASYL 



attcgtgccagacgcagtatggatgaagctaaccagcctctcctcactgatcagtatcaa 

1501 + + + + + + 1560 

taagcacggtctgcgtcatacctacttcgattggtcggagaggagtgactagtcatagtt 

IRARRSMDEANQP LLTDQYQ 



tgctatgctgaagaatatgaaaaactccagaatcctaatcagtctgtggtctaa 

1561 ♦ + ♦ + + 1614 

acgatacgacttcttatactttttgaggtcttaggattagtcagacaccagatt 

CYAEBYBKLQNPNQSVV* 



Fig. 2 (Forts- 3) 
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Trp-2: 

Darstellung der cDNA-Kodier region und der sich daraus ableitenden 
Proteinsequenz 



atgagccccctttggtgggggtttctgctcagttgcttgggctgcaaaatcctgccagga 

1 --- + + + + + + 60 

tactcgggggaaaccacccccaaagacgagtcaacgaacccgacgttttaggacggtcct 

MSPLWWGFLLSCLGCKILPG 

gcccagggtcagttcccccgagtctgcatgacggtggacagcctagtgaacaaggagtgc 

61 + +- + + + -K 120 

cgggtcccagtcaagggggctcagacgtactgccacctgtcggatcacttgttcctcacg 

AQGQFPRVCMTVDS LVNKEC 

tgcccacgcctgggtgcagagtcggccaatgtctgtggctctcagcaaggccgggggcag 

121 + + + + + -+ 180 

acgggtgcggacccacgtctcagccggttacagacaccgagagtcgttccggcccccgtc 

CPRLGAESANVCGSQQGRGQ 

tgcacagaggtgcgagccgacacaaggccctggagtggtccctacatcctacaaaaccag 

XBl - — + — • + + — + 240 

acgtgtctccacgctcggctgtgttccgggacctcaccagggatgtaggatgctttggtc 

CTEVRADTRPWSGPYILQNQ 

gatgaccgtgagctgtggccaagaaaattcttccaccggacctgcaagtgcacaggaaac 

24i + ♦ + ♦ + + 300 

ctactggcactcgacaccggttcttttaagaaggtggcctggacgttcacgtgtcctttg 

DDRBLWPR KFFHRTCKCTGN 

tttgccggctataattgtggagactgcaagtttggctggaccggtcccaactgcgagcgg 

301 + + ♦ + ♦ + 360 

aaacggccgatattaacacctctgacgttcaaaccgacctggccagggttgacgctcgcc 

FAGYNCGDCKFGWTGPNCER 

aagaaaccaccagtgattcggcagaacatccattccttgagtcctcaggaaagagagcag 

361 --+.- + + - + + + 420 

ttctttggtggtcactaagccgtcttgtaggtaaggaactcaggagtcctttctctcgtc 

KKPPV I RQN IHSL S PQEREQ 

ttcttgggcgccttagatctcgcgaagaagagagtacaccccgactacgtgatcaccaca 

421 + ♦ + + + + 480 

aagaacccgcggaatctagagcgcttcttctctcatgtggggctgatgcactagtggtgt 



FLGALDLAKKRVHPDYVITT 

fig. 3 
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caacactggctgggcctgcttgggcccaatggaacccagccgcagtttgccaactgcagt 

481 + + — ♦ + — + + 540 

gttgtgaccgacccggacgaacccgggttaccttgggtcggcgtcaaacggttgacgtca 

QHWLGLLG PNG TQPQFANCS 



gtttatgatttttttgtgtggctccattattattctgttagagatacattattaggacca 

541 ♦ + + + , + 600 

caaatactaaaaaaacacaccgaggtaataataagacaatctctatgtaataatcctggt 

VYDFFVWLHYYSVRDTLLGP - 



ggacgcccctacagggccatagatttctcacatcaaggacctgcatttgttacctggcac 

501 + + + + 660 

cctgcggggatgtcccggtatctaaagagtgtagttcctggacgtaaacaatggaccgtg 

GRPYRAIDFSHQGPAFVTWH 



cggtaccatttgttgtgtctggaaagagatctccagcgactcattggcaatgagtctttt 

661 + + r + -+ ------+ • + 720 

gccatggtaaacaacacagacctttctctagaggtcgctgagtaaccgttactcagaaaa 

RYHLLCLERDLQRLIGNESF 



gctttgccctactggaactttgccactgggaggaacgagtgtgatgtgtgtacagaccag 

721 • ♦ ♦ -----.4. + + 760 

cgaaacgggatgaccttgaaacggtgaccctccttgctcacactacacacatgtctggtc 

ALPYWNFATGRNECDVCTDQ 



ctgtttggggcagcgagaccagacgatccgactctgattagtcggaactcaagattctcc 

781 + ♦ + ♦ + + 840 

gacaaaccccgtcgctctggtctgctaggctgagactaatcagccttgagttctaagagg 

LFGAARPDDPTLISRNSRFS 



agctgggaaactgtctgtgatagcttggatgactacaaccacctggtcaccttgtgcaat 

841 + + + ♦ 900 

tcgaccctttgacagacactatcgaacctactgatgttggtggaccagtggaacacgtta 

SWETVCDS LDDYNHLVTLCN - 



ggaacctatgaaggtttgctgagaagaaatcaaatgggaagaaacagcatgaaattgcca 

901 + + ♦ + + 960 

ccttggatacttccaaacgactcttctttagtttacccttctttgtcgtactttaacggt 

GTYEGLLRRNQMGRNSMKLP 

Fig. 3 (Forts. 1) 
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accttaaaagacatacgagattgcctgtctctccagaagtttgacaatcctcccttcttc 

951 + + + + + + 1020 

tggaattttctgtatgctctaacggacagagaggtcttcaaactgttaggagggaagaag 

TLKDIRDCLS LQKFDNPPFF 



cagaactctaccttcagtttcaggaatgctttggaagggtttgataaagcagatgggact 

1021 + + + + + + 1080 

gtcttgagatggaagtcaaagtccttacgaaaccttcccaaactatttcgtctaccctga 

QNSTFSFRNALEGFDKADGT 



ctggattctcaagtgatgagccttcataatttggttcattccttcctgaacgggacaaac 

1081 + + ♦ + + ♦ 1140 

gacctaagagttcactactcggaagtattaaaccaagtaaggaaggacttgccctgtttg 

LDSQVMSLHNLVHSFLHGTN 



gctttgccacattcagccgccaatgatcccatttttgtggttcttcattcctttactgat 

1141 + - ♦ + +- + + 1200 

cgaaacggtgtaagtcggcggttactagggtaaaaacaccaagaagtaaggaaatgacta 

ALPHSAANDP I FVVLHSFTD 



gccatctttgatgagtggatgaaaagatttaatcctcctgcagatgcctggcctcaggag 

1201 + + + + ♦ + 1260 

cggtagaaactactcacctacttttctaaattaggaggacgtctacggaccggagtcctc 

AIFDEWMKRFNPPADAWPQE 



ctggcccctattggtcacaatcggatgtacaacatggttcctttcttccctccagtgact 

1261 + + + + + + 1320 

gaccggggataaccagtgttagcctacatgttgtaccaaggaaagaaaggaggtcactga 

LAPIGHNRMYNMVPFFPPVT 



aatgaagaactctttttaacctcagaccaacttggctacagctatgccatcgatctgcca 

1321 + + - + + + 1380 

ttacttcttgagaaaaattggagtctggttgaaccgatgtcgatacggtagctagacggt 

NEELFLTSD Q LGYSYAIDLP - 



gtttcagttgaagaaactccaggttggcccacaactctcttagtagtcatgggaacactg 

1381 + + + + + + 1440 

caaagtcaacttctttgaggtccaaccgggtgttgagagaatcatcagtacccttgtgac 

VSVEBTPGWPTTLLVVMGTL 

Fig. 3 (Forts. 2) 
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gtggctttggttggtctttttgtgctgttggcttttcttcaatatagaagacttcgaaaa 

1441 + + + -f-r + 1500 

caccgaaaccaaccagaaaaacacgacaaccgaaaagaagttatatcttctgaagctttt 

VALVGLFVLLAFLQYRR'LRK 



ggatatacacccctaatggagacacatttaagcagcaagagatacacagaagaagcctag 

1501 + ♦ + + --- + + 1560 

cctatatgtggggattacctctgtgtaaattcgtcgttctctatgtgtcttcttcggatc 

GYTPLMETHLSSKRYTEEA* 



Fig. 3 (Forts. 3) 
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MART-l/MelanA: 

Darstellung der cDNA-Kodierregion und der sich daraus ableitenden 
Proteinsequenz 

ATGCGAAGAGAAGATGCTCACTTCATCTATGGTTACCCCAAG^ 



1 + + + ♦ ♦ + 60 

TACGGTTCTCTTCTACGAGTGAAGTAGATACCAATGGGGTTCTTCCCCGTGCCGGTGAGA 

MPREDAHF I YGYPKKGH GHS 

TACACCACGGCTGAAGAGGCCGOTGGGATCGGCATCCTGACAGTGATCCTGGGAGTC^ 

61 + + + + + + 120 

ATGTGGTGCCGACTTCTCCGGCGACCCTAGCCGTAGGACTGTCACTAGGACCCTCAGAAT 

YTTAEEAAG I G ILTVI L G V L 

CTGCTCATCGGCTGTTGGTATTGTAGAAGACGAAATGGATACAGAGCCTTGATGGATAAA 

121 + --- + + + ---+ + 180 

GACGAGTAGCCGACAACCATAA(^TCTTOTGCTTTACCTATGTCTTC 

LLIGCWYCRRR NGYR ALMDK 

AGTCTTCATGTTGGCACTCAATGTGCCTTAACAAGAAGATGCC^ 

181 + + ♦ ♦ ♦ 240 

TCAGAAGTACAACCGTGAGTTACACGGAATTGTTCITCTAC 

SLHVGTQCALTRRCPQEGFD 

CATCGGGACAGCAAAGTGTCTCTTCAAGAGAAAAACTGTGAACCTC 

241 + ♦ ♦ ♦ + + 300 

GTAGCCCTGTCGTTTCACAGAGAAGTTCTCTTTTTGA 

HRDSKVSLQEKNCEPVVPNA 

CCACCTG CTTATG AGAAACTCTCTG CAGAACAGTCACCACCACCTTATTCACCTTAA 

301 * + + + + 357 

GGTGGACGAATACTCTTTGAGAGACGTCTTGTCAGTGGTGGTGGAATAAGTGGAATT 



PPAYBKLSABQSPPPYSP* 



Fig. 4 
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